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palavras-chave 
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espectrometria de massa, ESI-MS, ESI-MS/MS. 
 
resumo 
 
Neste estudo foram utilizados polissacarídeos pécticos provenientes de 
ameixas da variedade “Rainha Cláudia Verde” frescas, fervidas e confitadas, e 
que permaneceram no resíduo celulósico após a extracção sequencial com 
água quente, um agente quelante (imidazol), soluções de Na2CO3 e soluções 
alcalinas de KOH. Estas fracções, designadas SnCR, foram solubilizadas na 
água de diálise do resíduo celulósico. Os polissacarídeos pécticos presentes 
no SnCR foram sujeitos a uma hidrólise enzimática selectiva com endo-
poligalacturonase M2 de Aspergilllus niger, seguida de separação por exclusão 
molecular numa coluna com Biogel P6, dando origem a duas populações 
distintas, uma de oligossacarídeos de massa molecular superior a 6.0 kDa e 
outra de massa molecular menor que 1.0 kDa. 
Os oligossacarídeos de menor massa molecular foram caracterizados por ESI-
MS (espectrometria de massa com ionização por electrospray). Verificou-se 
que para a análise destes oligossacarídeos ácidos podem ser usadas as 
condições descritas para a análise de oligossacarídeos neutros, havendo
apenas necessidade de eliminar o excesso de sal, por exemplo, com uma 
resina de troca iónica. 
Através da análise por ESI-MS e posterior fragmentação dos oligossacarídeos, 
verificou-se que os oligossacarídeos resultantes da acção da 
poligalacturonase sobre estas amostras eram constituídos por três séries 
diferentes: GalAn (n=1-3), GalAnHexm (n=2-4, m=1-2) e GalAnPentp (n=1 ou 3, 
p=1-2). Os resultados obtidos não permitiram identificar diferenças 
significativas entre as amostras (ameixa fresca, fervida e confitada). 
 
keywords 
 
Pectic polysaccharides, enzymatic hydrolisis, size exclusion, mass 
spectrometry, ESI-MS, ESI-MS/MS. 
 
abstract 
 
This work studies the pectic polysaccharides of plums from “Rainha Cláudia
Verde” variety that remained trapped in the cellulosic network after the 
sequencial extraction with imidazole, Na2CO3, and alkali solutions of KOH, 
using fruits in fresh, collected after boiling, and candied. These fractions, 
named SnCR, were solubilised from the dialysis water of cellulosic residue. 
The pectic polisaccharides present in SnCR were subjected to a selective 
enzimatic hydrolysis with endo-polygalacturonase M2 from Aspergillus niger, 
followed by molecular exclusion with Biogel P6, resulting in two distinct 
populations, one of oligosaccharides of molecular weight higher than 6.0 kDa 
and another one with a molecular weight lower than 1.0 kDa. The 
oligosaccharides of lower molecular weight were characterized by mass 
spectrometry with ionization by electrospray (ESI-MS). It was found that the 
conditions of analysis for these acidic oligosaccharides were the same as those 
described for the analysis of neutral oligosaccharides, only needing to remove 
the salt in excess with, for example, an ion exchange resin. Through the ESI-
MS analysis and subsequent fragmentation of oligosaccharides, it was found 
that the oligosaccharides resultant from the action of polygalacturonase on 
these samples belong to three different series: GalAn (n = 1-3), GalAnHexm (n = 
2-4, M = 1-2), and GalAnPentp (n = 1 or 3, p = 1-2). The results did not allow the 
identification of differences between samples. 
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1.1 Ameixa 
 1.1.1 Descrição, características e composição química 
 
A ameixa é um fruto pertencente à família botânica das Rosáceas, tal como o 
pêssego, o damasco e a cereja. É um fruto bastante apreciado devido ao seu sabor doce e às 
suas características de aroma e cor. Segundo um estudo efectuado por Ferreira et al., 2007, 
sobre a variedade ‘Rainha Cláudia Verde’ (métodos instrumentais vs avaliação sensorial), 
esta é mais bem avaliada globalmente quando se apresenta muito suculenta, com elevado 
teor de doçura, grande intensidade de sabor/aroma característico, baixo valor de acidez e 
uma firmeza intermédia. 
A nível morfológico, a ameixa é constituída por uma epiderme ou pele bastante 
fina, revestida na parte exterior por uma camada de cutina, cuja função é reduzir perdas de 
água. O fruto possui também um mesocarpo ou polpa bastante volumoso e suculento, onde 
são visíveis feixes vasculares, e ainda um endocarpo ou caroço bastante lenhificado que 
encerra no seu interior a semente (figura 1).  
 
Polpa
Pele
Caroço
Feixes vasculares
Pedúnculo
 
Figura 1.1 Morfologia da ameixa. 
A composição química da ameixa está dependente de factores como o estado de 
maturação, a variedade da ameixa, as condições climatéricas e local onde é produzida. A 
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água é constituinte principal da polpa da ameixa, representando mais de 85% do peso da 
polpa do fruto. Para além da água os compostos maioritários são os hidratos de carbono, 
representando cerca de 10% do peso da ameixa. Neste grupo de compostos estão incluídos 
os açúcares solúveis, sacarose, glucose e frutose e os polissacarídeos constituintes da 
parede celular (polissacarídeos pécticos, polissacarídeos hemicelulósicos, fibras de 
celulose e pequenas quantidades de glicoproteínas, compostos fenólicos e enzimas). A 
composição em hidratos de carbono tem importância a nível do sabor e da textura dos 
frutos. Cerca de 1% da ameixa são compostos fenólicos, que são relevantes para as 
características sensoriais do fruto e também para as qualidades nutricionais. As vitaminas, 
os minerais e os aminoácidos estão presentes na ameixa em quantidades inferiores a 1%, 
no entanto têm todos grande importância a nível nutricional. Entre outras vitaminas 
presentes na ameixa, a vitamina C é a mais significativa. A ameixa é também uma boa 
fonte de minerais como por exemplo potássio, cálcio, magnésio, sódio, ferro e zinco. 
 
 
1.1.2 Processamento da ameixa/ ameixa confitada/ ameixa d’Elvas 
 
A ameixa de Elvas é um produto muito apreciado. Do ponto de vista histórico, a 
Ameixa d´Elvas, conhecida na região como abrunho, terá tido origem em França. A sua 
expansão e cultura em pomares dá-se no início do séc. XX, já com plantas seleccionadas 
das variedades bem adaptadas, atendendo à reputação atingida, é especialmente apreciada 
em Inglaterra. A indústria da ameixa confitada teve o seu início em 1834 com José Guerra, 
tendo a partir daí recebido inúmeros prémios internacionais e nacionais, cerca de 203 
(http://www.lifecooler.com/edicoes/lifecooler/desenvRegArtigo.asp?reg=3439159). 
Curiosamente, do ponto de vista dos habitantes de Elvas a ameixa confitada é 
considerada como “quase um produto de ourivesaria”, faz-se em muito pequenas 
quantidades e pode mesmo ser encarado como um produto de artesanato (Anónimo, 
2005).  
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A ameixa d’Elvas é considerada um produto DOP (Denominação de Origem 
Protegida), reconhecido pelo decreto nº 49/94 20/01, o uso da Denominação de Origem 
obriga a que a ameixa seja produzida de acordo com as regras estipuladas no caderno de 
especificações, o qual inclui, designadamente, as condições de produção, de condução dos 
pomares, de colheita dos frutos e de secagem ou transformação e acondicionamento do 
produto. 
  Esta ameixa é um fruto da espécie Prunus doméstica L. e da variedade ‘Rainha 
Cláudia Verde’. Podem ser comercializadas em fresco ou transformadas por processos 
tradicionais de secagem ou confitagem, dando origem à Ameixa de Elvas. 
A ameixa confitada consiste no fruto inteiro de forma arredondada, cor esverdeada 
com tonalidades castanhas e um cheiro e sabor característicos, obtido pelo processo 
tradicional de confitagem a partir de frutos frescos com 18ºBrix (18 g de sacarose por 100 
mL de água) e uma consistência de 5 kg/cm2 (Nunes, 2008). O teor mínimo de açúcares 
totais dos frutos confitados é de 70%. O processo de confitagem consiste em cozer as 
ameixas, previamente seleccionadas e lavadas, em água a 90ºC até flutuarem à superfície. 
Depois de arrefecer, as ameixas são colocadas numa calda de açúcar com 60º Brix, que é 
sucessivamente concentrada até chegar aos 75ºBrix onde, são mantidas aproximadamente 
durante 2 meses. Ao fim de dois meses as ameixas são retiradas da calda, lavadas, 
escorridas e embaladas. O embalamento é um processo manual, pois o pedúnculo da 
ameixa tem que ficar virado para cima. Podem ser comercializadas em frascos de vidro, em 
caixas de cartão ou de cortiça (figura 1.2) 
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Figura 1.2 Ameixa de Elvas confitada nos diferentes tipos de embalagem onde é 
comercializada. 
 
 
1.2 Polissacarídeos como componentes das paredes celulares 
 
 Podemos definir polissacarídeos como biopolímeros de elevado peso molecular, 
constituídos por resíduos de monossacarídeos ligados entre si por ligações glicosídicas. 
Estes biopolímeros são os principais constituintes das paredes celulares das plantas. 
A parede celular apresenta uma grande diversidade de funções biológicas, sendo 
responsável pela rigidez, manutenção da forma celular, protecção, comunicação celular e 
em alguns casos como reserva de alimentos. Várias camadas com diferentes estruturas 
formam a parede celular. Nas plantas superiores distinguem-se três camadas, lamela 
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média, parede celular primária e parede celular secundária (Coimbra et al., 2004) (figura 
1.3) A lamela média é a primeira camada a ser formada durante a divisão da célula. É 
constituída por uma camada intercelular amorfa de pequena espessura entre células 
adjacentes. A parede primária forma-se a seguir à lamela média e é importante na 
expansão celular, é constituída essencialmente por microfibrilhas de celulose envolvidas 
por uma matriz de polissacarídeos hemicelulósicos e pécticos. A parede celular secundária 
forma-se após cessar a divisão celular, pode tornar-se bastante espessa devido à deposição 
de celulose, hemicelulose e lenhina. As células dos tecidos da polpa da maior parte dos 
frutos possuem principalmente lamela média e parede celular primária, apresentando por 
isso uma certa moleza dos tecidos. 
 
C
 
Figura 1.3 Estrutura da Parede Celular Vegetal. A – Microscopia electrónica da parede 
celular de duas células vegetais adjacentes; B – Camadas da parede celular mostrada em 
A, evidenciando a distinção entre lamela média, paredes primária e secundária C – 
Estrutura detalhada da parede celular.  
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No caso especifico da ameixa, objecto de estudo deste trabalho, o conhecimento 
sobre os polissacarídeos da parede celular ainda é bastante reduzido, apesar da sua grande 
importância a nível estrutural. Foram estudados os polissacarídeos pécticos extraídos com 
água quente, que representam 29% do material insolúvel em etanol e apresentam uma 
composição em açúcares, em mol% de 43 de ácido D-galacturónico, 15 de galactose, 6 de 
arabinose, 4 de glucose, 2 de ramnose e 1 de manose. Foram também estudados os 
polissacarídeos pécticos, relativamente à sua constituição em açúcares, extraídos com 
soluções de agentes quelantes e também com soluções diluídas de carbonato. Além disso 
já foi demonstrado anteriormente (Ferreira et al., 2006), que o sobrenadante do resíduo 
celulósico (SnCR) é constituído maioritariamente por polissacarídeos pécticos (Nunes et 
al., 2008). 
 
 
1.3 Polissacarídeos pécticos 
 
Os polissacarídeos pécticos estão presentes em grandes quantidades nos frutos e 
formam o grupo mais complexo de compostos constituintes da parede celular primária e 
lamela média. Os polissacarídeos pécticos diferem nas suas propriedades físicas, 
nutricionais e funcionais que vão sofrendo alteração durante o processo de crescimento e 
amadurecimento dos frutos. Este tipo de compostos têm a capacidade de formar um gel 
constituído por cadeias de ácido poligalacturónico, estas cadeias podem estar ligadas por 
pontes de Ca2+ e formam as designadas “zonas de junção” entre cadeias anti-paralelas. A 
extracção destes polissacarídeos unidos por Ca2+ é conseguida geralmente com água 
quente ou com soluções de agentes quelantes tais como EDTA, oxalato e mais 
recentemente com CDTA e imidazol. Os restantes polissacarídeos pécticos podem ser 
extraídos com soluções alcalinas diluídas de Na2CO3 e NaOH (Coimbra et al., 2004). Este 
grupo de compostos é formado por resíduos de GalA, ramnose (Rha), arabinose (Ara) e 
galactose (Gal). 
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Existem quatro espécies de polissacarídeos pécticos identificadas, tendo em comum o 
seu esqueleto formado por resíduos de ácido galacturónico (figura 1.4): 
• Homogalacturonanas (HGA) 
• Xilogalacturonanas (XGA) 
• Ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I) 
• Ramnogalacturonanas do tipo II (RG-II) 
Pensa-se que os polissacarídeos pécticos poderão estar ligados covalentemente 
entre si, formando uma rede péctica através da matriz da parede celular primária e da 
lamela média. 
 
Xilogalacturonana
 
Figura 1.4 Representação esquemática das estruturas dos polissacarídeos pécticos 
(adaptado de Willats et al., 2006). 
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As homogalacturonanas são polissacarídeos pécticos formados por cadeias lineares 
de ácido D-galacturónico em ligação α-(1→4), que podem estar parcialmente esterificados 
com grupos metilo e O-acetiladas em C-2 e/ou C-3. Alguns resíduos de GalA podem 
aparecer substituídos em O-3 com resíduos de xilose, formando as xilogalacturonanas 
(Coimbra et al., 2004) 
Os polissacarídeos com designação de ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I) são 
constituídos por unidades repetidas de [→4)-α-D-GalA-(1→2)-α-L-Rha-(1→], alguns dos 
resíduos podem ser acetilados em C-2 e/ou C-3 e esterificados com grupos metilo. 
Dependendo da origem do polissacarídeo, os resíduos de Rha são substituídos em C-4 com 
cadeias laterais ricas em Ara e Gal. 
As ramnogalacturonanas do tipo II (RG-II) são polissacarídeos pécticos bastante 
complexos, de baixo peso molecular, contendo na sua cadeia principal 7 a 10 resíduos de 
ácido galacturónico em ligação α-(1→4), substituídos em O-2 e/ou O-3 por 4 cadeias 
laterais heteropoliméricas. Estas cadeias laterais das RG-II contêm 12 açúcares diferentes, 
alguns mais comuns, como L-Rha, L-Ara, D-Gal e D-GlcA., outros menos comuns, apiose, 
ácido acérico, ácido 3-desoxi-D-mano-octulosónico e o ácido 3-desoxi-D-lixo-2-
heptulosárico e os açúcares metilados 2-O-metil-L-fucose e 2-O-metil-D-xilose. Estes 
polissacarídeos ocorrem em pequenas percentagens nas células do parênquima, mas têm 
uma função importante na estrutura das paredes celulares pois contribuem para a sua 
consolidação (Coimbra et al., 2004 e Vincken et al., 2003) 
A presença de resíduos de pentose, nomeadamente xilose, ligadas a cadeias de 
ácido galacturónico foi descrita, por vários autores, para polissacarídeos pécticos de alguns 
frutos e vegetais, como em extractos de pólen de pinheiro, em ligações β-(1→3) a metade 
dos resíduos de ácido galacturónico constituintes de uma cadeia principal. A goma 
tragacante (obtido do exsudado da planta Astragalus gummifer) apresenta uma estrutura 
similar, mas com galactose ou fucose ligadas ao O-2 de alguns resíduos de xilose. As 
xilogalacturonanas existem também na pectina de maçã, melancia, cenoura e semente de 
algodão. Na pectina de óleo de soja foram encontradas cadeias de xilose com um 
comprimento superior a 7 resíduos (Mort et al., 2002). No entanto, até à data e que se 
saiba, não foram descritas ramificações com hexose em frutos. 
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Na maioria das xilogalacturonanas, as cadeias laterais de xilose protegem a cadeia 
principal formada por GalA, da acção da enzima poligalacturonase. No entanto, Mort et al. 
(2002), para a melancia, encontraram no final de cada região de xilogalacturonana uma 
zona em que os resíduos de xilose estão suficientemente afastados, permitindo a actuação 
da poligalacturonase. Depois de vários estudos realizados sobre o modo de actuação da 
enzima poligalacturonase, concluiu-se que esta necessita no mínimo de quatro resíduos de 
ácido galacturónico para poder actuar, a hidrólise ocorre entre o terceiro e o quarto resíduo 
de GalA. Conhecer a influência dos substituintes de xilose das xilogalacturonanas na 
actuação da enzima poligalacturonase é uma ajuda importante para entender a estrutura das 
xilogalacturonanas (Mort et al., 2008). 
 
1.4 Espectrometria de massa na caracterização de polissacarídeos 
 
A espectrometria de massa é considerada hoje em dia uma das técnicas mais 
sensíveis para a caracterização estrutural de biomoléculas (Griffiths et al., 2001). Apesar 
de ser uma técnica de eleição na análise de proteínas, tornou-se numa ferramenta 
importante na caracterização estrutural de oligossacarídeos, originando resultados precisos, 
versatilidade analítica e uma sensibilidade bastante elevada (Zaia, 2004). A espectrometria 
de massa (MS) é uma técnica mais rápida e mais sensível que a ressonância magnética 
nuclear (RMN) (Broberg, 2000). 
 
 
1.4.1 O que é a espectrometria de massa 
 
A espectrometria de massa é uma metodologia analítica que permite determinar 
com exactidão a massa molecular de uma grande variedade de compostos e obter 
informação relevante para a sua caracterização estrutural. Consiste na análise de iões com 
base nas suas razões massa/carga, m/z. Esta técnica surgiu no início do século XX através 
do trabalho desenvolvido por Thonson em 1913, que construiu o primeiro espectrómetro 
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de massa. Apesar da variedade instrumental, um espectrómetro de massa inclui sempre 
uma fonte de iões, que converte as moléculas do analito em iões e um analisador de massa 
que analisa os iões formados. Em alguns aparelhos de espectrometria de massa é possível a 
fragmentação de um ião seleccionado (ião percursor) e subsequente análise dos fragmentos 
resultantes, MS/MS (Broberg, 2000), este procedimento permite confirmar a composição e 
estrutura do analito. Os princípios científicos em que esta técnica se baseia são bastante 
simples (geração de iões e sua detecção), a sua sofisticação surge nos métodos usados para 
gerar esses mesmos iões e o modo de os analisar. 
 As técnicas de ionização têm sido a chave para determinar quais os tipos de 
amostras que podem ser analisados por espectrometria de massa. Dependendo do tipo de 
amostra a analisar escolhe-se o método de ionização. Este influencia substancialmente o 
aspecto final do respectivo espectro de massa. Existem vários tipos de ionização tais como 
ionização por impacto electrónico (EI), ionização química (CI), bombardeamento por 
átomos rápidos (FAB), termospray (TSP), ionização por electrospray (ESI), ionização 
química à pressão atmosférica (APCI) e ionização por desorção por laser assistida por 
matriz (MALDI) (Ashcroft, 1997; Ardrey, 2003). 
 Nos nossos dias a ionização por desorção por laser assistida por matriz (MALDI) 
bem como a ionização por electrospray (ESI), são os métodos de ionização mais utilizados 
para análise de compostos não voláteis e compostos de elevado peso molecular (Zenobi et 
al., 1998). Estes métodos de ionização são os utilizados nos trabalhos recentes que se 
dedicaram à caracterização de oligossacarídeos por espectrometria de massa. 
 
 
1.4.1.1 Instrumentação 
 
Um espectrómetro de massa é constituído essencialmente por três componentes 
básicos: a fonte de ionização, o analisador e o detector (figura 1.5). A amostra é colocada 
na fonte ou câmara de ionização, onde as moléculas da amostra são ionizadas, os iões 
resultantes são conduzidos para o espectrómetro de massa (analisador), onde são 
posteriormente separados conforme a sua razão massa/carga (m/z). Depois de separados, os 
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iões são detectados e a sua abundância relativa é registada, originado um espectro de massa 
(espectro de varrimento de massa) que é registado por um computador. 
Depois da ionização da amostra através de um método adequado, é necessário 
separar os iões de diferentes razões m/z, para isso existe um grande número de analisadores 
que podem ser usados em espectrometria de massa, os mais utilizados são: magnético, 
eléctrico, quadrupolo (Q), tempo de voo (TOF), trapa de iões e analisador de transformada 
de Fourier.  
Durante a realização deste trabalho foi usado a espectrometria de massa, com 
ionização por Electrospray (ESI) e analisadores do tipo quadrupolo (Q) e tempo de voo 
(TOF), acoplados no mesmo aparelho. 
 
 
Amostra
Fonte de
Ionização
Analisador
de
massa
Detector
Sinal
02-Oct-2008 10:36:22
m/z
250 500 750 1000 1250
%
0
100
R-AP-A2CRSN-60R  193 (2.007) TOF MS ES+ 
740393.0
217.0
569.0
763.0
Computador
Espectro de massa
%
 
Figura 1.5 Diagrama esquemático de um espectrómetro de massa. 
 
1.4.1.2 Analisador de tempo-de-voo (TOF) 
 
O princípio básico de um analisador de tempo de voo, envolve a medição do tempo 
que um ião demora a percorrer o tubo de voo, desde a fonte de ionização até que atinge o 
detector. A velocidade dos iões é inversamente proporcional à relação m/z, pelo que iões 
com a mesma carga (z) mas com menor massa (m), possuirão maior velocidade de voo e 
atravessarão o tubo em menor tempo, chegando ao detector num menor tempo, e vice 
versa. O detector colocado no final da trajectória regista a corrente iónica em função da 
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diferença de tempo de chegada. A diferença no tempo de chegada ao detector possibilita a 
conversão em função de m/z do ião, de acordo com a expressão 1, traduzindo-se no final 
no espectro de massa (Cotter, 1994). 
 
   m/z = ½ V (L/t)2                                                         (expressão 1) 
 
m- massa do ião do analito V- potencial aplicado à saída da fonte 
z- carga do ião do analito  L- comprimento do tempo de voo  t- tempo de voo do ião analito 
 
A eficiência de um analisador de TOF depende da resolução do sinal obtido e da 
resolução do sinal obtido e da precisão do valor de massa. A resolução do pico de massa, 
dada pela expressão m/∆m (em que ∆m é a medida à largura a meia altura), é a medida que 
informa sobre a capacidade do aparelho em separar iões de massa semelhante (Cotter, 
1994). 
 
 
1.4.1.3 Quadrupolo 
 
 Um analisador do tipo quadrupolo consiste em quatro tubos metálicos cilíndricos 
dispostos paralelamente, tal que o campo eléctrico existente entre eles é hiperbólico. O 
feixe de iões é focado ao logo do eixo deste arranjo quadrático, através da aplicação de 
uma corrente contínua (DC) e de uma radiofrequência (RF), a cada par de pólos opostos 
(Kicman et al., 2007). Os iões são impulsionados a partir da fonte para o analisador através 
da aplicação de uma pequena voltagem de aceleração (entre 5-15V) e sob a influência de 
uma combinação de DC e do campo oscilatório RF, os iões seguem e atravessam o 
analisador (Watson, 1985). Se a oscilação dos iões no quadrupolo tiver uma amplitude 
finita, a sua trajectória é considerada como estável e os iões são encaminhados para o 
detector. Se pelo contrário, a sua trajectória não é estável, a amplitude torna-se infinita e os 
iões oscilam descontroladamente, colidindo com os tubos metálicos e como tal não 
alcançam o detector (Johnstone et al., 1996). 
 
 
   
 14 
1.4.2 Ionização por electrospray (ESI)  
 
A ionização por electrospray é uma técnica que opera à pressão atmosférica e a 
temperaturas próximas da temperatura ambiente e que consiste em dois processos básicos:  
1) Formação de um spray de gotas carregadas a partir da solução que contém o analito. 
2) Vaporização do solvente de forma a originar iões na fase gasosa (Johnstone et al., 1996) 
Durante o processo de ionização por electrospray a amostra é dissolvida num 
solvente polar volátil e bombeado através de um capilar com um fluxo que pode ser entre 1 
µL/min e 1 mL/min. Na extremidade do capilar, que está situado dentro da fonte de 
ionização do espectrómetro de massa, é aplicada uma voltagem elevada (2-5kV), que pode 
ser negativa ou positiva, conforme o tipo de análise escolhida (ESI em modo negativo ou 
em modo positivo respectivamente) (Ardrey, 2003) (figura 1.6). A voltagem aplicada gera 
um gradiente de campo eléctrico, o que vai produzir a separação de cargas à superfície do 
líquido. Deste modo, a amostra é projectada para fora do capilar sob a forma de aerossol 
altamente carregada. Este processo é auxiliado por um fluxo coaxial de um gás nebulizador 
(N2), que faz com que o solvente seja evaporado, facilitando a formação de iões na fase 
gasosa (figura 1.7). Os iões resultantes na fase gasosa podem ser analisados no 
espectrómetro de massa através da sua razão massa/carga (m/z) (Cech et al., 2001). 
 
 
 
Figura 1.6 Representação esquemático de uma fonte de ionização de electrospray 
(adaptado de www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/esi-ionisation.htm) 
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Figura 1.7 Representação esquemática do mecanismo de formação de iões em ionização 
por electrospray (ESI) (adaptado de www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/esi-ionisation.htm) 
 
 
A ESI-MS desenvolveu rapidamente, tornando-se numa técnica analítica 
fundamental para análise de uma vasta gama de compostos polares, não voláteis e 
termicamente instáveis, desde compostos de baixa massa molecular até biopolímeros de 
elevadas massas moleculares. 
 
 
1.5 Objectivos do trabalho e enquadramento  
 
A ameixa é um fruto muito rico em polissacarídeos pécticos, dependendo as 
características de dureza e firmeza dos tecidos da ameixa da composição estrutural destes 
polissacarídeos. Com o amadurecimento e/ou processamento a quente, estes 
polissacarídeos são degradados. No entanto, na ameixa d'Elvas confitada, onde o fruto é 
cozido e colocado numa calda concentrada de sacarose, a firmeza dos tecidos aumenta e 
este aumento é explicado pela reorganização dos polissacarídeos pécticos. Com este 
trabalho pretende-se a caracterização dos polissacarídeos pécticos que permanecem 
associados ao resíduo celulósico após o tratamento com reagentes quelantes e reagentes 
alcalinos. Os polissacarídeos pécticos foram degradados por uma poligalacturonase e os 
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fragmentos resultantes foram separados por cromatografia de exclusão molecular em 
BiogelP6 e analisados por espectrometria de massa com ionização por ESI. Esta 
informação será útil para conhecer melhor a estrutura dos polissacarídeos pécticos da 
ameixa e, com isso, compreender melhor os fenómenos de alteração das paredes celulares 
que possam vir a ocorrer durante a produção da Ameixa d'Elvas. Este trabalho utilizará 
amostras fornecidas pelas empresas Fruteco - Fruticultura Integrada, Lda, e Confibor - 
Transformação Agroalimentar, Lda, ambas de Estremoz.  
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2.1 Identificação das amostras 
 
As amostras de polissacarídeos pécticos da ameixa, utilizadas neste trabalho como 
objecto de estudo, foram obtidas segundo procedimento descrito anteriormente (Nunes, 
2008), preparadas a partir de amostras de ameixas da variedade ‘Rainha Cláudia verde’, de 
dois pomares diferentes Cano e Vila Viçosa, em fresco e ao longo do processo de 
confitagem (fervidas a 90ºC e confitadas). Estas amostras sofreram uma sequência de 
extracções com vários solventes, (resumido na figura 2.1). O resíduo (CR-resíduo 
celulósico) obtido depois da extracção alcalina foi suspendido em água, neutralizado (pH 
5-6) e dialisado. O sobrenadante resultante da diálise do CR, foi recolhido separadamente 
do resíduo por centrifugação e filtração. Os diferentes extractos foram congelados e 
liofilizados (Nunes et al., 2008). É no SnCR (sobrenadante do resíduo celulósico) que se 
encontram os polissacarídeos pécticos que permaneceram presos na rede celulósica, 
mesmo depois da sequência de extracções dos diversos polímeros constituintes da parede 
celular (Ferreira et al., 2006). Os vários extractos foram designados segundo nomenclatura 
apresentada em baixo. 
 
Identificação dos extractos (amostras a analisar): 
A1SnCR- Sobrenadante do resíduo celulósico obtido de ameixas frescas do pomar de Vila                         
Viçosa. 
C1SnCR- Sobrenadante do resíduo celulósico obtido de ameixas frescas do pomar do 
Cano. 
A2SnCR- Sobrenadante do resíduo celulósico obtido de ameixas fervidas a 90ºC do pomar 
de Vila Viçosa. 
C2SnCR- Sobrenadante do resíduo celulósico obtido de ameixas fervidas a 90ºC do pomar 
do Cano 
A5SnCR-Sobrenadante do resíduo celulósico obtido de ameixas confitadas do pomar de  
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C5SnCR-Sobrenadante do resíduo celulósico obtido de ameixas confitadas do pomar do 
Cano 
 
                      
                                                AIR 
                               (resíduo insolúvel em álcool, 8g) 
                    Extracção com 600mL Água 
                     4ºC, 16h (centrifugação e filtração) 
                      
 
               Extracto de água         Resíduo insolúvel 
                   Extracção com 500mL Água 
                   Temperatura ambiente, 6h (centrifugação e filtração) 
                    
 
                  
                Extracto de água      Resíduo insolúvel 
 
                  Extrac. com 600mL de sol. 0.5M imidazol/HCl, pH 7.0 
                  Temp. amb., 16h (centrifugação e filtração) 
                
     
 
             Extracto de imidazol     Resíduo insolúvel            
                                                                Extrac.com 500mL de sol .0.5M imidazol/HCl, pH 7.0              
                   Temp. amb.,2h 
                   (centrifugação e filtração) 
                   
          Extracto de imidazol     Resíduo insolúvel   
           
                                            Extrac.com 600mL de sol. 50mM Na2CO3+20mM NaBH4 
                                                      16h, 4ºC (centrifugação e filtração) 
          
 Extracto de carbonato   Resíduo insolúvel 
                                                                   
                   Extrac.com 500mL de sol. 50mM Na2CO3+20mM NaBH4 
                                                                 2h, temp. amb. (centrifugação e fitração) 
             
            Extracto de carbonato   Resíduo insolúvel 
                                                          
                                                      Extrac. Com 500mL de sol. 0.5MKOH+20mM NaBH4 
                                                                  2h, 4ºC ( centrifugação e filtração) 
 
            Extracto alcalino       Resíduo insolúvel 
                                                                    
                                                                 Extrac. com 500mL de sol. 1M KOH+20mM NaBH4 
                                                                  2h, 4ºC (centrifugação e filtração) 
              
             Extracto alcalino        Resíduo insolúvel 
                                                                     
                                                                 Extrac. com 500mL de sol. 1MKOH+20mM NaBH4 
                                                                  2h, temp. amb.( centrifugação e filtração) 
 
              Extracto alcalino        Resíduo insolúvel                                                            
                                                                  Extrac.com 500mL de sol. 4M KOH+20mM NaBH4 
                                                                   2h, temp. amb.(centrifugação e filtração) 
 
                   
            Extracto alcalino        Resíduo insolúvel 
                                                   Extrac. com 500mL de sol.4M KOH+3.5% H3BO3+20mM NaBH4 
                                                                   2h, temp. amb. (centrifugação e filtração) 
 
           Extracto alcalino        Resíduo insolúvel 
                                                      Extrac. com 50mL de sol. 8M KOH+20mM NaBH4 
                                                                 2h, temp. amb. (centrifugação e filtração) 
               
          Extracto solúvel      Resíduo insolúvel (Resíduo Celulósico) 
 
Precipitado                             Sobrenadante do resíduo celulósico (SnCR) 
 
 
 
Figura 2.1 Esquema de extracção sequencial para obtenção do SnCR 
                  (Sobrenadante do resíduo celulósico). 
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A análise de açúcares dos polissacarídeos pécticos do SnCR encontra-se descrita na 
tabela 1, de acordo com Nunes et al.,2008. 
 
Tabela1 Composição em açúcares do SnCR (sobrenadante do resíduo celulósico) das 
diversas amostras de ameixa, fresca, fervida e confitada dos dois campos VV (Vila Viçosa) 
e CA (Cano). Valores obtidos conforme descrição anterior (Nunes, 2008). 
   
Total
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc Ác.Ur. mg/g
A1CRSn VV 2 0 32 1 0 31 0 35 958
B1CRSn CA 0 0 34 0 0 26 0 40 450
A2CRSn VV 1 0 31 1 0 28 4 34 940
C2CRSn CA 0 0 34 0 0 26 0 40 450
A5CRSn VV 2 1 23 1 0 23 3 47 931
C5CRSn CA 2 0 33 1 0 37 0 26 678
Ameixa fresca
Ameixa fervida
Ameixa confitada
Açúcares da parede celular (% molar)
 
 
Os extractos foram seguidamente sujeitos a uma hidrólise enzimática selectiva, 
levada a cabo por uma poligalacturonase. 
 
 
2.2 Hidrolise enzimática 
 
Os polissacarídeos pécticos isolados e purificados segundo métodos descritos 
anteriormente foram selectivamente hidrolisados utilizando uma enzima, a endo-
poligalacturonase M2 de Aspergillus niger (Lote 00304, Megazyme, Irlanda), que actua a 
nível das ligações glicosídicas α-(1→4) entre dois resíduos de ácido galacturónico 
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Adicionaram-se 20 µL de enzima a aproximadamente 50 mg, de extracto diluído 
em 10 mL de tampão acetato de sódio 0,1 M (pH 5.5). A hidrólise enzimática foi realizada 
a 26ºC durante aproximadamente 1 h. Após hidrólise, o material foi concentrado e 
congelado. Os oligossacarídeos obtidos foram fraccionados por cromatografia de exclusão 
molecular. 
A hidrólise enzimática foi realizada separadamente para cada um dos seis extractos 
e no final de cada hidrólise foi confirmado positivamente a presença de açúcares redutores 
através de um teste rápido com solução de Fehling (solução alcalina do ião Cu2+ 
complexado com o ião tartarato, que na presença de um açúcar redutor origina um 
precipitado cor de tijolo). 
 
 
2.3 Separação por cromatografia de exclusão molecular em Biogel P6 
 
          A separação dos oligossacarídeos resultantes da hidrólise enzimática, foi efectuada 
por cromatografia de exclusão molecular em Biogel P6 (limite de exclusão 1000 – 6000 
Da) numa coluna Buchi, borossilicato 3.3, de volume total 198 mL. Esta coluna foi 
empacotada conforme as instruções do fabricante com Biogel P6 DG Desalting Gel 90-180 
µm (hidratado). O eluente utilizado foi água e o fluxo do eluente através da coluna foi de 
0,3 mL/min. O material foi aplicado no topo da coluna, diluído num volume máximo de 3 
mL, através de uma bomba peristáltica. Para cada amostra foram recolhidos 95 tubos de 
ensaio com fracções de 2,5 mL. Foi feita a detecção de oligossacarídeos usando um 
detector ELSD (“evaporative light scattering detection”). Esta detecção foi realizada 
mediante introdução de um volume de 70 µL, aproximadamente, com um fluxo de 4 
mL/min para o interior do detector a uma temperatura de 57ºC e a uma pressão de 2 bar, 
com a ajuda de uma bomba peristáltica. Foi feita também a detecção em UV, por leituras 
de absorvância no comprimento de onda de 280 nm. 
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A coluna de exclusão molecular foi previamente calibrada com uma solução de 
glucose e dextrana azul (0,0024 g/mL de dextrana azul e 0,012 g/mL de glucose). A figura 
2.2 mostra o cromatograma correspondente à calibração da coluna Biogel P6. 
           As fracções recolhidas foram evaporadas até à secura num concentrador de amostras 
“Speed Vacuum”. 
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Figura 2.2 Cromatograma correspondente à calibração da coluna de exclusão molecular 
Biogel-P6, com solução de dextrana azul e glucose. Volume de exclusão 42- mL, volume 
de inclusão 145- mL. 
      
2.4 Análise de açúcares por GC-FID 
 
Foi realizada análise de açúcares de duas fracções, B1SnCR(56) e C5SnCR(56), 
por derivatização dos açúcares a acetatos de alditol após hidrólise ácida, por adaptação do 
método proposto por Coimbra et al. (1996). Adicionaram-se a 20 µL da amostra de 
extracto 1 mL de solução de TFA 2M, de seguida foi incubada a 121ºC durante 1 h para 
que ocorresse hidrólise. Evaporou-se o ácido em “Speed Vacuum” até à secura. Para obter 
redução dos açúcares a alditóis, adicionaram-se 200 µL de NaBH4 (15% (m/v) em 3M 
NH3). A solução foi agitada e incubada a 30ºC durante 1 h. Após este período, o tubo com 
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a amostra foi arrefecido num banho de gelo e o excesso de NaBH4 foi eliminado com duas 
adições de 50 µL de ácido acético glacial. À solução arrefecida foi adicionado 450 µL de 
1-metilimidazol (usado como catalisador) e 30 mL, deixou-se reagir durante 30 min a 
30ºC. O anidrido acético vai transformar os alditóis em acetatos de alditol e a incubação a 
30ºC vai favorecer esta reacção. O anidrido acético em excesso foi destruído por adição de 
4 mL de água destilada e os acetatos de alditol foram extraídos por adição de 2 mL de 
diclorometano. Após agitação e centrifugação durante 1 min para separação de fases, a 
camada superior aquosa foi aspirada. Foram adicionados mais 3 mL de diclorometano e a 
fase orgânica foi lavada 3 vezes com 3 mL de água destilada para remover completamente 
o 1-metilimidazol. Evaporou-se o diclorometano até à secura e adicionou-se 2 x 1 mL de 
acetona anidra para eliminar os resíduos de água voltou-se a evaporar até à secura. 
Dissolveu-se os acetatos de alditol em 20 µL de acetona anidra e analisou-se por GC-FID, 
utilizando uma coluna capilar DB-225, utilizando um volume de injecção de 2 µL. Os 
resultados obtidos estão traduzidos na tabela 3. 
    
 2.5 Espectrometria de massa 
 
As fracções representativas, obtidas das amostras A1SnCr, C1SnCR, A2SnCR, 
C2SnCR, A5SnCR e C5SnCR, por hidrólise enzimática com endo-poligalacturonase M2 e 
após fraccionamento por exclusão molecular, foram seleccionadas para análise por 
espectrometria de massa com ionização por electrospray (ESI). Os resíduos secos foram 
dissolvidos em 50 µL de água miliQ e 2-4 µL desta solução foram diluídos em 200 µL de 
uma solução de metanol/água miliQ (0,1% ácido fórmico). Antes de serem dissolvidas 
todas a referidas fracções foram passadas numa resina de troca iónica (Dowex 50W-X8, 
20-50 mesh, na forma de H+) para tentar eliminar o máximo de iões sódio, que 
eventualmente pudessem existir nas amostras, e trocá-los por protões facilitando assim a 
ionização e consequentemente a análise por espectrometria de massa. As amostras foram 
analisadas num espectrómetro Q-TOF2 Micromass (Manchester, UK), onde os dois 
analisadores Q e TOF se encontram acoplados no mesmo aparelho, este equipamento 
possui uma fonte de ionização de electrospray operando em modo positivo utilizando um 
fluxo de 10 µL/min. Os espectros de ESI-MS e ESI-MS/MS foram adquiridos utilizando 
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uma voltagem de 3000 V. Os espectros ESI-MS/MS foram obtidos variando a energia de 
colisão entre 15 – 35 eV. 
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Neste capítulo iremos apresentar os resultados obtidos durante este trabalho, cujo 
objectivo principal é a caracterização estrutural de polissacarídeos pécticos de amostras de 
ameixa fresca, fervida e confitada de dois pomares diferentes (Vila Viçosa e Cano). 
 
 
3.1 Hidrólise enzimática de polissacarídeos obtidos de ameixas frescas, 
fervidas e confitadas  
 
Os polissacarídeos pécticos obtidos de ameixas em diferentes estados, 
nomeadamente de ameixas frescas, fervidas e confitadas foram selectivamente hidrolisados 
por acção de uma enzima específica, a endo-poligalacturonase M2. Esta enzima cliva as 
ligações glicosídicas, α-(1→4) entre dois resíduos de ácido galacturónico, sendo a unidade 
de actividade enzimática desta enzima definida como 1µmol de ácido galacturónico 
libertado por minuto de um ácido poligalacturónico. Os oligossacarídeos resultantes desta 
hidrólise têm ramificações. Uma vez que as ramificações de polissacarídeos pécticos 
podem incluir na sua constituição arabinose e galactose ou xilose, sem ácidos 
galacturónicos adjacentes, faz com que esta abordagem de hidrólise seja selectiva e 
permita preservar a constituição da estrutura das ramificações destes polissacarídeos.  
A finalidade da hidrólise foi obter oligossacarídeos de menor peso molecular mais 
fáceis de analisar por ESI-MS. Para facilitar a análise, procedeu-se a uma fraccionamento 
do hidrolisado total, por uma cromatografia de exclusão molecular, de modo a obter 
fracções mais simples e com menor número de oligossacarídeos, permitindo a análise mais 
sensível. Uma vez que este procedimento foi aplicado a amostras de polissacarídeos 
pécticos com origem em ameixas que sofreram diferentes processamentos, nomeadamente 
ameixa fresca, ameixa fervida e ameixa confitada, permitirá avaliar possíveis alterações 
estruturais que possam decorrer do processamento da ameixa até ao produto final 
(“Ameixa de Elvas”) e ainda amostras com duas origens diferentes (Cano e Vila Viçosa). 
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Obtiveram assim os perfis cromatográficos das seis amostras que estão representados na 
figura 3.1 
 
  
Figura 3.1 Perfil cromatográficos das seis amostras, A1SnCR, C1SnCR, A2SnCR, 
C2SnCR, A5SnCR e C5SnCR, depois do fraccionamento através de uma coluna de 
exclusão molecular P6 (1000 – 6000 Da). 
 
Pelo perfil cromatográfico obtido pelas amostras vê-se um comportamento 
semelhante, pois os polissacarídeos eluem em dois picos (duas populações), que, de 
amostra para amostra, eluem na mesma zona. O primeiro pico corresponde a 
oligossacarídeos de maior massa molecular (>6000 Da), que foram eluídos dentro do limite 
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de exclusão (volume de exclusão 42-62,5 mL, entre o tubo 17 e 25) enquanto que o 
segundo corresponde aos oligossacarídeos que ficaram mais tempo retidos na fase 
estacionária da coluna Biogel P6 e portanto de menor massa molecular (< 1000 Da) dentro 
do limite de inclusão (volume de inclusão 145-160 mL, entre o tubo 58 e 64). 
Seleccionamos para este trabalho as fracções de menor massa molecular para serem 
analisadas por ESI-MS e MS/MS, portanto as sua massas moleculares serão superiores a 
1000 Da, mas inferiores a 6000 Da. 
Através dos valores de UV a 280 nm foi possível observar a eluição de compostos 
fenólicos. De uma maneira geral os seus valores máximos correspondem aos máximos 
registados pelo ELSD o que indica, no caso da fracção de elevada massa molecular, que os 
compostos fenólicos estão ligados aos oligossacarídeos. 
 
3.2 Caracterização dos polissacarídeos pécticos obtidos de ameixas 
frescas, fervidas e confitadas por ESI-MS e ESI-MS/MS 
 
Com o objectivo de caracterizar os oligossacarídeos obtidos da hidrólise 
enzimática, fez- se uma análise das fracções de menor peso molecular, que eluiram no pico 
de maior tempo de retenção, por espectrometria de massa (MS) utilizando o método de 
ionização por electrospray (ESI). A identificação das características estruturais destes 
oligossacarídeos, nomeadamente a sua composição em açúcares, sua sequência e possíveis 
ramificações serão investigadas pela análise dos dados de ESI-MS/MS, dos iões 
identificados nos espectros de ESI-MS.  
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22-Oct-2008 11:34:49
m/z
250 500 750 1000 1250
%
0
100
R-AP-A1-57R-AF 111 (1.170) TOF MS ES+ 
2.11e3393.1
217.0
569.1
394.1 763.2 939.2
Fracção
A1SnCR (57)
20-Oct-2008 15:27:10
m/z
250 500 750 1000 1250
%
0
100
R-AP-B1-57R-AF  8 (0.090) Sm (Mn, 5x3.00); Cm (4:99)
1.78e3731.3
569.2
393.1
339.2 551.2
570.2
732.3
733.3 893.3 1101.4
Fracção
C1SnCR (57)
20-Oct-2008 10:25:23
m/z
1040 1060 1080 1100
%
0
100
R-AP-A5-58R-AF  165 (1.737) Sm (Mn, 5x3.00); Cm (165:190)
17.11097.2
1093.2
1071.2
1036.1 1043.1
1057.2
1075.2
1099.2
20-Oct-2008 10:25:23
m/z
250 500 750 1000 1250
%
0
100
R-AP-A5-58R-AF  165 (1.737) Sm (Mn, 5x3.00); Cm ( 65:190)
1.89e3569.1
393.1
353.1 566.1
570.1
1115.2939.1
571.1 1116.2
Fracção
A5SnCR (56)
%%
%
%
%%%
%
%%%
 
Figura 3.2 Espectros de ESI-MS de algumas fracções de polissacarídeos, A1SnCR, 
C1SnCR e A5SnCR 
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3.2.1 Caracterização dos oligossacarídeos por ESI-MS 
 
Os espectros de massa, ESI-MS, obtidos para oligossacarídeos de baixo peso 
molecular adquiridos no intervalo de m/z 100-1400 estão presentes na figura 3.2. Foram 
seleccionadas três fracções correspondentes ao segundo pico de eluição para cada amostra, 
de modo a ter uma análise representativa dos oligossacarídeos obtidos. 
Através da interpretação detalhada dos espectros de ESI-MS, foi possível detectar a 
presença de uma série de oligossacarídeos que se apresentam sob a forma de aductos de 
sódio, [M+Na] +. A formação destas moléculas catiónicas é característica da ionização de 
oligossacarídeos quer pelo método de ionização ESI quer por Maldi (Harvey, 2006)). Na 
tabela 2 apresenta-se o resultado do conjunto de todas as fracções analisadas, com a 
indicação dos valores de m/z dos iões mais abundantes observados em ESI-MS, com a 
possível identificação. Baseado nos valores de m/z dos iões observados, em conjunto com 
os dados de análise de açúcares (tabela 1) atribuíram-se diferentes estruturas para estes 
oligossacarídeos pertences a distintas series. Verificou-se que os iões com valores de m/z 
217, 393 e 569, são iões com grande abundância relativa e estão presentes em todas as 
amostras. Estes correspondem a monossacarídeos e oligossacarídeos constituídos por 
resíduos de ácido galacturónico com baixo grau de polimerização (DP), respectivamente a 
n=2 e n=3. Nestes espectros podem-se ainda observar, para as fracções de menor tempo de 
retenção, iões de m/z 745, 921 e 1097, que apresentam menor abundância relativa e 
poderão corresponder a oligossacarídeos de ácido galacturónico com DP de 4, 5 e 6. 
Resumidamente temos então uma serie de oligossacarídeos de estrutura, GalAn, com n=1-
6. Foi possível ainda observar os iões com valores de m/z 555 e 731 têm também grande 
abundâncias relativa, e um outro de menor abundância relativa a m/z 907 principalmente 
em fracções das amostras C1SnCR, C5SnCR e C2SnCR, poderão ser atribuídos a 
estruturas constituídas por ácido galacturónico e hexose, GalAnHex, com n=2, 3 e 4. 
Observou-se ainda um ião de m/z 893 que poderá corresponder um oligossacarídeo com 
três ácidos galacturónicos e duas hexoses, de formula GalA3Hex2.  
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Curiosamente, identificámos ainda iões (m/z 701 e 833), embora com uma 
abundância relativa menor, que sugerem a presença de pentoses ligadas à cadeia de ácido 
galacturónico. Estes oligossacarídeos, GalAnPentp (para m/z 701; n=3 e p=1, para m/z 833; 
n=3 e p=2), foram encontrados sobretudo nas fracções das amostras confitadas, C5SnCR e 
A5SnCR, sendo essa percentagem ligeiramente superior nas fracções de A5SnCR (pomar 
de Vila Viçosa).  
 
Tabela 2. Resumo do tipo de iões observados nos espectros de ESI-MS para o conjunto de 
todas as fracções analisadas, indicando os valores de m/z para os respectivos iões 
[M+Na]+, e a sua possível identificação.  
 
 
 
 
GalAn Hexm Pentp VV CA VV CA VV CA
n m p A1CRSn C1CRSn A2CRSn C2CRSn A5CRSn C5CRSn
1 0 0 217 217 217 217 217 217
2 0 0 393 393 393 393 393 393
3 0 0 569 569 569 569 569 569
GalAn
4 0 0 745
5 0 0 921
6 0 0 1097
2 1 0 555 555 555
3 1 0 731 731 731
3 2 0 893
4 1 0 907
3 0 1 701 701
3 0 2 833 833
Ameixa confitada
GalAnPentp
Ameixa fresca
GalAnHexm
Ameixa fervida
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De modo a confirmar a composição e estrutura propostas para estes 
oligossacarídeos fomos induzir a sua fragmentação por colisão com um gás (árgon), e os 
iões produto obtidos por ESI-MS/MS analisados de modo a obter informação estrutural. 
                
3.2.2 Caracterização dos oligossacarídeos por ESI-MS/MS  
 
Para facilitar a explicação dos resultados, iremos apresentar os dados 
separadamente para cada série identificada: GalAn (n=1-6), GalAnHexm (n=2-4, m=1-2) e 
GalAnPentp (n=3, p=1-2). 
02-Oct-2008 12:39:07
m/z
100 150 200 250 300 350 400
%
3
R-AP-A2CESN-58R-393  9 (0.106) TOF MSMS 393.00ES+ 
32375.1
217.0
199.0
119.0
357.0333.0
287.0259.0
100
[M+Na]+
(-176 Da)
-GalAres
02-Oct-2008 12:59:48
m/z
100 200 300 400 500
%
0
100
R-AP-A2CESN-58R-569  71 (0.742) TOF MSMS 569.10ES+ 
72.8393.1
375.1
217.0199.0
333.1
569.1
551.1
394.1 435.1
[M+Na]+
-GalAres
-GalAres
(-176 Da)
(-176 Da)
20-Oct-2008 11:55:31
m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900
%
0
100
R-AP-A5-57R-AF921  154 (1.597) TOF MSMS 921.20ES+ 
79.2x6 921.2
551.1
393.1
375.1217.0 533.1
920.2570.1
745.2 903.2
922.2
569.1
-2GalAres
(-352 Da)
-GalAres
(-176 Da)-GalAres
20-Oct-2008 12:00:11
m/z
100 200 300 400 500 600 700
%
0
100
R-AP-A5-57R-AF745  72 (0.753) TOF MSMS 745.20ES+ 
81.5393.1
375.1
217.1
569.1
551.1
394.1
745.2
727.2570.1 746.2
-GalAres
(-176 Da)
-GalAres
(-176 Da)-GalAres [M+Na]+
(-176 Da)
393.0
22-Oct-2008 14:22:09
m/z
200 400 600 800 1000
%
0
100
R-AP-A1-58R-AF1097  57 (0.610) TOF MSMS 1097.20ES+ 
30.7x24 569.1
551.1
393.1217.0
159.0 220.0 394.1
1097.2
570.1
763.1727.1 939.1
-3GalAres
(-528 Da)
(-176Da)
(-176Da)
(-176 Da)
[M+Na]+
A)
B)
C)
D)
E)
%
%
%
%
%
%%
%%%
%
%%
%
 
Figura 3.3 Espectros de ESI-MS/MS relativo aos iões m/z 393, m/z 569, m/z 745, m/z 921 
e m/z 1097, da série GalAn (n=2-6). 
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3.2.2.1 ESI-MS/MS de GalAn 
 
        Foram obtidos os espectros ESI-MS/MS para todos os iões desta série, iremos 
apresentar os espectros correspondentes aos oligossacarídeos formados por dois, três, 
quatro, cinco e seis unidades de ácido galacturónico (GalA2, GalA3, GalA4, GalA5 e 
GalA6), correspondentes aos iões do tipo [M+Na]+, com m/z 393, 569, 745, 921 e 1097 
respectivamente. 
 
m/z 393 
   Como já foi referido anteriormente, o ião correspondente a m/z 393 é um dos iões 
mais abundantes nos espectros de ESI-MS e está presente em todas as fracções obtidas de 
oligossacarídeos. A análise do espectro ESI-MS/MS deste ião, apresentado na figura 3.3 
A), permitiu observar uma perda de -176 Da, correspondente à perda de um resíduo de 
ácido galacturónico (-GalA) com formação do ião com m/z 217. Este ião foi atribuído a 
uma unidade de ácido galacturónico sob a forma de aducto de sódio [GalA+Na]+. Podemos 
ainda considerar outra via de fragmentação, correspondente à perda de -194 Da, uma 
molécula de GalA, originando o ião com m/z 199. A análise dos iões fragmento, relativa às 
duas vias de fragmentação, confirma então a presença de duas unidades de ácido 
galacturónico.  
Com base nestes dados confirmou-se a constituição do oligossacarídeo 
correspondente ao ião para m/z 393, como GalA2. e propõe-se corresponder ao aducto de 
um dissacarídeo de ácido D-galacturónico em ligação α-(1→4) constituinte, provável, da 
cadeia principal dos polissacarídeos pécticos. 
α-D-GalA-(1→4)-α-D-GalA 
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m/z 569 
Tal como o ião anterior, este ião também é dos mais abundantes nos espectros de 
ESI-MS das fracções obtidas de oligossacarídeos pécticos. Através do espectro da figura 
3.3 B), verificu-se uma perda inicial de -176 Da, correspondente a um resíduo de ácido 
galacturónico com formação de um ião com m/z 393. A partir deste verifica-se ainda a 
perda de -176 Da, também relativo a um resíduo de ácido galacturónico, dando origem ao 
ião m/z 217, este último correspondente ao aducto de sódio formado por uma unidade de 
GalA terminal, [GalA+Na]+. Deste modo podemos chegar à estrutura do ião m/z 569, 
sendo este um trissacarídeo constituído por três unidades de ácido D-galacturónico 
pertencente, provavelmente, à cadeia linear dos polissacarídeos pécticos. 
α-D-GalA-(1→4)-α-D-GalA-(1→4)-α-D-GalA 
 
m/z 745 
O espectro de ESI-MS/MS obtido para o ião m/z 745 (figura 3.3 C) apresenta um 
padrão de fragmentação muito semelhante aos iões anteriores. Verificou-se três perdas 
consecutivas de um resíduo de GalA (-176 Da), originando após a primeira perda um ião 
com m/z 569, depois um ião com m/z 393 e por último a formação de um ião a m/z 217, 
correspondente ao aducto de sódio [GalA+Na]+. Podemos dizer que se trata de um 
tetrassacarídeo constituído por ácido D-galacturónico. 
α-D-GalA-(1→4)-α-D-GalA-(1→4)-α-D-GalA-(1→4)-α-D-GalA 
Esquema de fragmentação: 
 
  GalA−O−GalA−O−GalA−O−GalA 
                                m/z 569   m/z 393     m/z 217 
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m/z 921 
Pela análise do espectro de ESI-MS/MS deste ião, onde se representa uma possível 
via de fragmentação (figura 3.3 D), observamos uma perda inicial de -352 Da, 
correspondente à perda do bloco residual constituído por dois ácidos galacturónicos, dando 
origem ao ião m/z 569, que perde um resíduo de GalA (-176 Da) e origina o ião m/z 393, 
que por sua vez perde ainda um resíduo de GalA (-176 Da), resultando no aducto, já 
anteriormente descrito, [GalA+Na]+. Podemos afirmar que estamos perante um 
pentassacarídeo constituído por GalA (GalA5).  
 
m/z 1097 
Relativamente à fragmentação deste ião, segue um padrão muito semelhante ao 
descrito anteriormente. Na figura 3.3 E) está descrita uma das possíveis vias de 
fragmentação, onde o ião inicial sofre perda de um bloco de três resíduos de GalA com o 
valor de -528 Da, originando o ião com m/z 569. Este, à imagem dos anteriormente 
descritos, perde sucessivamente resíduos de GalA (-176 Da), até a formação final do 
aducto de sódio [GalA+Na]+, com m/z 217. Podemos falar neste caso de um 
hexassacarídeo formado por seis unidades GalA. 
É de salientar um facto curioso relativo aos dois últimos iões referidos, m/z 921e 
m/z 1097, estes apresentam uma fragmentação completamente distinta das descritas 
anteriormente, no primeiro passo verifica-se uma perda em bloco de dois GalA, no caso do 
ião com m/z 921 e de três GalA, para o ião com m/z 1097. A razão desta observação será 
interessante de analisar em estudos futuros. 
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3.2.2.2 ESI-MS/MS de GalAnHexm  
 
Foram adquiridos os espectros para todos os iões observados da série GalAnHexm: 
m/z 555 (n=2, m=1), m/z 731 (n=3, m=1), m/z 893 (n=3, m=2) e m/z 907 (n=4, m=1). 
Figura 3.4 A), B), C) e D). 
 
15-Oct-2008 16:52:46
m/z
100 200 300 400 500 600 700
%
0
100
R-AP-B1-56R-AF731  100 (1.041) TOF MSMS 731.20ES+ 
38.4537.1
361.1
217.0199.0
375.1
379.1
731.2
555.1
713.2
569.1
732.2
(-194Da)
(-176Da)
[M+Na]+
-Hexres
-GalA
-GalAres
02-Oct-2008 12:55:12
m/z
100 200 300 400 500
%
0
100
R-AP-A2CESN-58R-555  18 (0.198) TOF MSMS 555.10ES+ 
18555.1361.1
217.0185.0 343.1
537.1
379.1
421.1
556.1
- GalA
(-194 Da)
(-176 Da)
-GalAres
■
A)
B)
23-Oct-2008 15:36:00
m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900
%
0
100
R-AP-A2-54R-AF893  281 (2.903) TOF MSMS 893.30ES+ 
29.2555.2
361.1
347.1
217.1
537.1
393.1
699.2
569.1
893.3
875.3717.2
894.3
20-Oct-2008 15:49:42
m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900
%
0
100
R-AP-B1-57R-AF907  207 (2.142) TOF MSMS 907.30ES+ 
20907.3537.2
361.1
199.0 333.1
393.1
473.1
713.2
555.2
705.1
731.2
889.3
732.2
908.3
[M+Na]+
(-194 Da)
-GalA-GalAres-GalAres
-Hexres
D)
[M+Na]+
(-162 Da)
■→[Hexres+Na]+
●
●→[GalAres+Na]+
●
♦→[GalA+Na]+
♦
-Hexres
-GalAres
♦ ○
○→-176 Da
○○
○
○
∆→-162 Da
∆
∆ [M+Na]+
(-194 Da)
(-162 Da)(-176 Da)
[GalA+Hex+Na]+
C)
♦
○
C)
∆
∆∆
○
%
%
%%
%
 
 
Figura 3.4 Espectros de ESI-MS/MS relativos aos iões m/z 555, m/z 731, m/z 893 e m/z 
907 pertencentes à série GalAnHexm. 
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m/z 555 
De acordo com a identificação do peso molecular foi proposto para o ião com m/z 
555 duas vias de fragmentação possíveis, representadas na figura 3.4 A). 
Através do espectro MS/MS observamos uma perda inicial de -194 Da, 
correspondente a uma molécula de GalA, com formação do ião m/z 361, seguida de perda 
de um resíduo de GalA (-176 Da) e obtenção do ião m/z 185 que corresponde ao aducto de 
sódio de um resíduo de hexose [Hexres+Na]+. Neste espectro podemos ainda observar outra 
via de fragmentação correspondente à perda inicial de um resíduo de GalA (-176 Da) com 
formação do ião m/z 379, seguida de perda de um resíduo de hexose (-162 Da), originando 
o aducto de sódio do ácido galacturónico [GalA+Na]+. 
Ambas as vias de fragmentação servem para confirmar a composição deste 
oligossacarídeo como constituído por uma hexose e duas moléculas de ácido galacturónico, 
GalA2Hex.  
 
m/z 731 
A fragmentação para o ião m/z 731 está representada no espectro ESI-MS/MS da 
figura 3.4 B). 
A presença de ácido galacturónico é conferida pela presença dos iões m/z 537 e 
361, que resultam da perda de uma molécula de GalA, seguida de perda de um resíduo de 
GalA. Por último, a confirmar a existência de um resíduo de hexose dá-se uma perda de – 
162 Da (perda de Hexres), dando origem ao ião com m/z 199, correspondente a um aducto 
de sódio [GalAres+Na]+. Neste mesmo espectro está ainda representada outra via de 
fragmentação, onde ocorrem duas perdas consecutivas de -176 Da (GalAres), seguida de 
perda de -162 Da (Hexres) originando no final o ião com m/z 217, que corresponde ao 
aducto de sódio [GalA+Na]+. Estas duas vias de fragmentação vêm confirmar que o ião 
m/z 731 corresponde a um oligossacarídeo constituído por três unidades de ácido 
galacturónico e uma hexose, GalA3Hex.  
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Esquema de fragmentação: 
 
                                           Hex                                            
                                            O 
  GalA−O−GalA−O−GalA 
                             m/z 361   m/z 537 (-GalA) 
 
 
m/z 893 
O espectro MS/MS do ião 893 está representado na figura 3.4 C). Pela análise da 
principal via de fragmentação deste ião, observamos uma primeira perda de -194 Da, que 
corresponde a uma molécula de GalA (176+18) com formação do ião m/z 699. Este perde 
um resíduo de hexose (-162 Da) dando origem ao ião m/z 537, que por sua vez perde ainda 
um resíduo de GalA (-176 Da) originando o ião m/z 361, correspondente ao aducto de 
sódio formado por [GalAres+Hexres+Na]+. Podemos ainda falar noutra via de fragmentação 
com uma primeira perda de – 176 Da (GalAres), seguida de duas perdas consecutivas de um 
resíduo de Hex, dando origem respectivamente aos iões com m/z 555 e com m/z 393, por 
fim saída de outro resíduo de GalA (- 176Da), originando o aducto de sódio [GalA+Na]+. 
Confirma-se então que o oligossacarídeo com m/z 893 é constituído por três moléculas de 
GalA e duas de Hex, GalA3Hex2.  
 
 
m/z 199 
(-GalA,-GalAres,-Hexres) 
 
(-GalA,-GalAres) 
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m/z 907 
Associamos este ião a uma estrutura constituída por quatro unidades de GalA e uma 
hexose. No espectro da figura 3.4 D) estão representadas duas vias de fragmentação do ião 
m/z 907. Analisando a principal via de fragmentação verifica-se uma perda inicial de uma 
molécula de GalA (-194 Da) com formação do ião com m/z 713, este sofre duas perdas 
consecutivas de um resíduo de GalA (- 176 Da) originando primeiro o ião m/z 537 e de 
seguida o ião m/z 361. Por último observamos a perda de uma resíduo de Hex (-162 Da), 
originado o ião com m/z 199 que representa o aducto de sódio [GalAres+Na]+. De acordo 
com estes dados observamos uma segunda via de fragmentação em que a primeira e 
segunda perda corresponde à saída de um resíduo de ácido galacturónico (- 176 Da) dando 
origem primeiro ao ião com m/z 731 e depois ao ião com m/z 555 e a terceira e última à 
perda de um resíduo de Hex com formação do ião m/z 393 que, como já foi descrito 
anteriormente, representa o aducto de sódio [GalA2+Na]+. Podemos então afirmar que 
estamos perante um oligossacarídeo formado por quatro unidades de ácido galacturónico e 
uma de hexose, GalA4Hex.  
 
 
3.2.2.3 ESI-MS/MS de GalAnPentp 
 
Foram realizados os espectros de ESI-MS/MS para todos os iões observados desta 
série, GalA3Pent e GalA3Pent2, respectivamente para m/z 701 e m/z 833 (figura 3.5 A e 
B). 
 
m/z 701 
Pela análise do espectro ESI-MS/MS do aducto de sódio correspondente ao ião m/z 
701 (figura 3.5 A), verificamos duas vias de fragmentação possíveis sendo uma mais 
abundante que outra. Pela via mais abundante verificamos a perda de -132 Da, 
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correspondente a um resíduo de pentose (Pentres) com formação do ião m/z 569, seguida de 
duas perdas consecutivas de um resíduo de GalA (-176 Da), resultando no aducto de sódio 
[GalA+Na]+, com m/z 217. Analisando a segunda via de fragmentação observamos uma 
perda inicial de –194 Da que corresponde à saída de uma molécula de ácido galacturónico, 
seguida de perda de um resíduo de pentose (-132 Da) e finalmente saída de um resíduo de 
GalA (-176 Da) com formação do aducto de sódio [GalAres+Na]+ de m/z 199. Através 
destas duas vias de fragmentação podemos confirmar a estrutura do oligossacarídeo 
correspondente ao ião m/z, este é formado por três moléculas de ácido galacturónico e uma 
molécula de pentose, GalA3Pent. 
 
m/z 833. 
Através do espectro de ESI-MS/MS da figura 3.5B) podemos observar a 
fragmentação correspondente ao ião m/z 833, que começa por perder um resíduo de 
pentose (-132 Da) dando origem ao ião m/z 701, seguida de perda de ácido galacturónico 
sob a forma de resíduo (-176 Da), com formação do ião m/z 525, que por sua vez perde um 
resíduo de pentose, seguida de perda de -176 Da (resíduo de GalA), com formação final do 
aducto de sódio já conhecido [GalA+Na] +, correspondente ao ião m/z 217. Podemos então 
concluir que este oligossacarídeo é constituído por três unidades de GalA e duas unidades 
de Pent, GalA3Pent2.  
Embora com percentagem relativa baixa, o ião com m/z 833 e o ião anterior (com 
m/z 701), poderão ter grande importância na contribuição para a caracterização estrutural 
dos polissacarídeos pécticos. Estes foram os únicos iões detectados relativos a 
oligossacarídeos com unidades de pentose na sua constituição, por outro lado, ao analisar-
mos os espectros MS/MS constatamos o facto de sair sempre um resíduo de pentose na 
primeira fase de fragmentação, enquanto que em oligossacarídeos com hexoses se tenha 
verificado que estas unidades saem apenas na última fase de fragmentação. Esta diferença 
poderá ter a ver com o facto de haver pentoses constituintes das ramificações dos 
polissacarídeos pécticos. Como não foram ainda descritas estruturas de GalA contendo 
hexoses, a sua origem deverá ser futuramente confirmada. 
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Figura 3.5 Espectros ESI-MS/MS relativos aos iões A) m/z=701, B) 
m/z=833 pertencentes à série GalAnPentp 
 
Considerando a presença de residuos de hexose e pentose ligados à cadeia de ácido 
galacturónico, identificados por espectrometria de massa, seleccionamos algumas fracções, 
respectivamente fracções, C5SnCR (56) e A1SnCR (56), para submeter à análise de 
açúcares de modo a identificar estes resíduos (Tabela 3). As fracções seleccionadas foram 
aquelas onde estes resíduos apresentavam uma maior contribuição nos oligosscarídeos de 
galacturonanas. 
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Tabela 3 Composição em açúcares correspondente às fracções B1SnCR (56) e C5SnCr 
(56). Os valores estão apresentados em percentagem molar relativa.  
Rha Ara Xyl Gal Glc
15 13 55
Açúcares da parede celular (% molar)
B1CRSn
(56)
C5CRSn
(56)
5 18 8 55 14
5 12
 
 
Em função da análise de açúcares, é possível que as ramificações de hexose 
identificadas possam ser resíduos de galactose e/ou de glucose e as ramificações de 
pentose possam ser resíduos de arabinose e/ou xilose. A ligação da xilose às cadeias de 
ácido galacturónico é característica das xilogalacturonanas. Segundo estudo de Mort et al 
2008, nas xilogalacturonanas de melancia, as cadeias laterais de xilose protegem a cadeia 
principal formada por GalA, da acção da enzima poligalacturonase. Depois de vários 
estudos realizados sobre o modo de actuação da enzima poligalacturonase, estes autores 
concluíram que para a hidrólise ocorrer são necessários no mínimo quatro resíduos de 
ácido galacturónico. A hidrolise ocorrerá entre o terceiro e o quarto resíduo de GalA. Mas 
a presença de um ião de GalA +Na e de iões sodiados de oligossacarídeos com 2 e 3 
residuos de GalA não estão de acordo com o descrito por Mort. Pode colocar-se a questão 
de no caso destes polisscarídeos de ameixa existirem outras ramificações ou outros 
residuos que permitam um corte diferente pela enzima. 
A ramnose encontrada é um resíduo característico dos polissacarídeos pécticos, 
nomeadamente, das ramnogalacturonanas do tipo I (figura 1.4). No entanto, não há 
referência na bibliografia quanto à presença de resíduos de glucose ou galactose 
directamente ligados à cadeia de ácido galacturónico. Também os resíduos de arabinose 
não surgem associados directamente a estas cadeias de ácido galacturónico.  
 Em estudos anteriores (Nunes, 2008), com estas mesmas amostras, foram analisados 
vários parâmetros, entre eles o grau de degradação dos polissacarídeos pécticos ao longo do 
processo de confitagem das ameixas, de onde se concluiu que após tratamento térmico as 
ameixas do pomar do Cano, apresentavam uma maior degradação dos polissacarídeos 
pécticos da parede celular, relativamente às ameixas do pomar de Vila Viçosa. Este facto 
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foi explicado pela maior actividade enzimática das enzimas da parede celular, 
poligalacturonase e celulase, nas ameixas não processadas do Cano, ou seja, o grau de 
maturação das ameixas do Cano é superior ao grau de maturação das ameixas de Vila 
Viçosa na altura da sua colheita (Nunes et al., 2008). Contudo não foram detectadas 
diferenças significativas na estrutura dos oligossacarídeos das diversas amostras (ameixa 
fresca, fervida e confitada).  
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4. Conclusões 
 
Nas ameixas, os polissacarídeos pécticos do SnCR (sobrenadante do resíduo 
celulósico) são sensíveis à endo-poligalacturonase M2 (PG), originando duas populações 
distintas; uma formada por fracções de massas moleculares maiores (> 6.0 kDa) e outra por 
fracções de menor massa molecular (< 1.0 kDa). 
Os oligossacarídeos de menor massa molecular foram analisados por ESI-MS, 
podendo ser utilizadas para estes oligossacarídeos ácidos as mesmas condições 
experimentais descritas para a análise por ESI-MS de oligossacarídeos neutros. Neste 
estudo foi apenas necessário a remoção do sal da amostra.  
A análise por ESI-MS e posterior fragmentação de oligossacarídeos identificados 
permitiu confirmar que estes oligossacarídeos, resultantes da acção da PG, são constituídos 
por três séries diferentes: GalAn (n=1-3), GalAnHexm (n=2-4, m=1-2) e GalA3Pentp (n=1 ou 
3, p=1-2). Estes resultados não permitiram encontrar diferenças significativas entre as 
várias amostras (polissacarídeos pécticos da ameixa fresca, fervida e confitada).  
Como trabalho futuro, será relevante incluir a análise das fracções de maior peso 
molecular para encontrar possíveis diferenças entre estas amostras. Será também necessário 
confirmar a origem das hexoses presentes em alguns dos oligossacarídeos detectados, 
nomeadamente a possível presença de glucose e/ou galactose ligada aos oligossacarídeos 
ácidos, uma característica estrutural ainda nunca descrita para os polissacarídeos pécticos. 
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